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論 文 内 容 要 旨
序 論
エ チ レ ン(ethylene;CH、・CH、)は、炭素2原 子の 不 飽 和 炭 化水 素 か らな る気 体 で あ る。
エ チ レ ン は、 種 子 の発 芽 、 上 編成 長 、 開花 、果実 の成 熟 、 老 化 、器 官 脱離(落 葉)な ピの 成
長 制 御 、 形 態 形 成 に 関与 す る ほか 、 クロ ロ フ ィル分解 、呼 吸 促 進 に も関係 す る植 物 ホ ル モ ン
の1つ で あ る。 この よ うな 正 常 な植 物 の生育 生長 の生 理 代 謝 に関 与 す るほか低 温 、乾 燥 、重
金 属 、 有 毒 ガ ス 等 の物 理 化 学 的 ス トレス や病害 に よ って生 成 が誘 導 され る。
Liebermanら(1966)は リンゴ果実 にお け るエ チ レン生 合成 の基 質 がメ チ
オ ニ ンで あ る こ とを発 見 し た。 現在 、高 等植 物 にお け るエ チ レン生 成 の前 駆物 質 は メ チ オニ
ンで あ る こ とが 証 明 され て い る。1979年 、AdamsandYangは エ チ レ ン生
合 成 の 中 間 体 が1-aminocyclopropane-1-carboxylicacid(ACC)であ るこ とを確 認 し た。 その
後 このACC合 成 反応 に関 与 す るACC合 成酵 素 お よびACCを エ チ レンに転 換 す るACC
酸 化 酵 素 にっ い て も解 明 が進 み 、現 在 で はエ チ レン関 連 の 代 謝経 路 とエチ レ ン生 合 成 の 全容
が 明 らか とな6て い る(Fig.1)。
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Fig.1.Metabolicpathwayofethyleneproductionfrommethionine.
一 方 、植 物 病 害 とエ チ レ ン生 成 との 関係 は古 くか ら注 目 され て きた。Williams
(1950)は 糸状 菌 、細 菌 、 ウイル ス 等多 くの病 原 に感 染 した植 物組 織で 病変 と と もに エ
チ レ ンが生 成 す る こ とを 明 らか に した 。糸状 菌 自体 もエ チ レ ンを生 成 す る ことが知 られ て い
るが 、病 変 部 で は病 原 体 の侵 入 ・増 殖 に よる宿主 反応 と して 傷害 誘 導 型の エ チ レン生 成 が進
行 す る もの と考 え られ る。
植 物 にお け る ウイル ス 感 染 の タイ プ には大 別 して全 身 感 染 と局 部 感染 が あ る。 全 身 感染
の 病 徴 と して モザ イ ク症 や モ ッ トル 症 等 が ある。 また局 部 感 染 の代 表 的 な もの と して過 敏 感
反 応 に よ る局 部 壊 死斑 の形 成 が あ る。 ウイ ルス感染 植物 に お け るエ チ レン生 成 につ い て も種
々検 討 さ れ て お り、壊死 斑 形 成 に お い て顕著 な生 成の あ る こ とが確 認 され てい る。 しか しモ
ザ イ ク形 成 な ど全 身感 染 に お い て は そ の増加 は認 め られ て い ない 。
キ ュ ウ リモザ イ ク ウイ ル ス(cucumbermosaicvirus:CMV)はタバ コモザ イ ク ウイル ス
(t・bacc。m。saicvirus:TMV)と並 ぶ 代 表的 な植物 ウイ ル ス で あ る。CMVはmRNAタ イ
プ の1本 鎖RNAウ イル ス で あ りウ リ科 、 ナス科 、 アブ ラ ナ科 な ど双子 葉 お よび単 子 葉 の 草
本 、木 本45科190以 上 の植 物 に感 染 し、 日本 のみ な らず 世 界 中 で 多大の 被害 を も た ら し
て い る 。CMVは 外 被 タ ンパ ク質 とゲ ノ ムRNAか ら成 る径28nmの 球 状粒 子 で 、 ゲ ノ ム は
3っ に 分割 さ れ て お り、分 子 量 の 大 きい方 か らRNA1、RNA2お よびRNA3と 呼 ば れ
て い る。RNA1と2の そ れ ぞ れ は 、1aと2aタ ンパ ク質(い ず れ もゲ ノムRNA複 製 酵
素)を 、RNA3は ウイル スの 細 胞 間移 行 の ための タ ンパ ク質 と外 被(殻)タ ンパ ク質 を コ
ー ドして い る。 外 被 タ ンパ ク質 は実 際 に はRNA3か ら転 写 され るサ ブ ゲ ノム(RNA4)
か ら翻 訳 され る 。CMVに は病 原 性 の 異 な る多 くの系統 が あ るが 、主 な ものの ゲ ノム構 造 は
す で に 明 らか に な って い る 。CMVの 黄 斑系統(CMV-Y)は タバ コに強 いモ ザ イ ク症 を ・
発 現 し(Fig.2)、 退 緑 色 部 は鮮 や か に黄変 し、部 位 に よ って は 白色化 す る。
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Fig.2.Mosaicsymptom.appearedonthegthleafofCMV(Y)一inoculated
tobaccoplant(right).Theleft.isthatofmock-inoculated
.plantsasacontrol.
筆 者 ら はCMV-Yに 全 身 感 染 し た タ バ コ(NicotianatabacumL.cv.Ky57)のモ ザ イ ク
葉 の 濃 緑 色 部 位 で エ チ レ ン 生 成 が 顕 著 で あ る こ と を 認 め た 。 本 研 究 で はCMV-Y感 染 タ バ
コに お け る モ ザ イ ク 葉 の 形 成 と ウ イ ル ス 増 殖 お よ び エ チ レ ン生 成 と の 関 係 に っ い て 、 次 の と
お り検 討 し た 。
1.供 試 タ バ コ葉 に お け る モ ザ イ ク 症 の 発 現 状 況
2.モ ザ イ ク 葉 に お け る エ チ レ ン お よ びACC合 成
3。 エ チ レ ン生 合 成 阻 害 と モ ザ イ ク 発 現 と の 関 係
4.エ チ レ ン合 成 に 変 異 の あ る トマ トに お け る モ ザ イ ク症 発 現
糸吉 果
1.供 試 タバ コ葉 に お け る モザ イ ク症 の 発 現 状 況
第9葉 展 開期 の タ バ コの 第6葉 にCMV-Y(100μg/ml)を 接種 した。1週 間後 、第
9葉 に ウイル ス外 被 タ ンパ クが ウエ ス タ ンブ ロ ッ ト法 に よ り検 出 され 、 モザ イ クの 初期 病 徴
が観察 され た。葉 の展 開 と とも にモ ザ イ ク症 は明 瞭 とな り、 ウ イル ス タ ンパ ク も増 加 した。
ウイ ルス タ ンパ ク量(ELISA値)は接 種 後1週 間 目に最大 とな っ たが 、 その 後 は低 下 した
(Fig.3A)。 ウエ ス タ ンブ ロ ッ ト法 に よ るモザ イ ク葉 組織 での ウイ ル ス外被 タ ンパ ク
は黄 色 部 や 白色 部 よ りも濃緑 色 部 で 多 く検 出 され た。 この 濃緑 色部 位 は 時 間 の経過 と と もに
退 緑 黄 化 しや が て 白 色 化 した 。 モ ザ イ ク葉 で は 健 全 株葉 に 比 べ葉 伸 長 は 抑 制 さ れ 生 体 重
(Fig.3B)及 び 乾 物 量共 に健 全 葉 よ り著 し く低下 した。
2.モ ザイク形成葉 におけ るエチ レンの生成
高等植物 におけ るエチ レンはメチオニ ンか らACCを 経て生合成 される。すなわ ちエチ
レン生台成にお いてACCは もっ とも重要 な中間体である。ACC合 成酵素が活性化 し生成
したACCはACC酸 化酵素に より酸化 され エチ レンに転換され る。
本項 では、前項(1)で 述べ たCMV-Y感 染 タバコのモザ イク葉 におけるエチ レン生
合成を解析するため エチ レン、ACC合 成酵 素及びACC酸 化酵素の活性化 とACC生 成量
について検討 した。単位時間あ た りのACC生 成量 は、若干モザ イクが現れ始めた葉 で接種
後1週 間 で健 全の約2倍 であ り、モザイ クが顕著になり始めた2週 間後 には絶対量は若干減
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Fig.3.Timecourseofviruscoatproteinaccumulationinthemosaicleaf(A)
andfreshweightsofhealthycontrol(○)andmosaic(●)leaves(B).
Table1.fnvivoPIJCproductioninleavessystemicallyinfectedwithCMV-Yormock
controlleavesoftobaccocv.Ky57.
WeeksafterlnOculatめn
Treatments
7 z
・m。1♂h'1
一CMV-Y(control)
十CMV-Y
0.067
0.136
(tra.ce)
(0.007)
0.005
0.107
NetincreasesinPGCcontentweremeasuredaftertheincubationofleafsamplesunder
theNZatmospherefor6h.Valuesinparenthesesarethoseobtainedfromleaves
whichweretreatedwithlmMAI_14forthpriortothelncubaflonundertheNZ
atmosphere.
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Fig.4.Developmentofmosaicpattern
(圏green,盟ligしh留een,〔]white)
inthegthleafafterinoculation.
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少 し た もの の 、 健 全 の約50倍とな った(Table1、Fig.4)。 モザ イ ク葉 での エチ レ
ン合 成 は接 種2週 間後 に顕 著 に増加 し、 そ の 後 は低下 した。生 重量 あ た りの生 成 量 は健全 に
比 べ 、 そ の差 は 更 に大 き くなっ た(Fig.5)。ACC含 量 は2週 間 で顕 著 に増 加 したがそ
の後 は健 全 と殆 ど変 わ らなか っ た(Fig.6)。ACC酸 化 酵 素 はo.7週 閻で健 全 の約2倍
1.6週間後 に は 生 成 量 は最 大 とな ったが 、健 全 の ものはo.7週間 と変 わ らなか った(Fig
7)。モザ イ クの 部 分 別 にACC量 を見 る と2週 間 で は健全 葉 に比 べ濃 緑 色 部 で6倍 で最 も高
く、次 いで 退 緑 色 部 で2.5倍 で あ り、 いず れ も健 全葉 よ り高 い値 を示 した(Fig.8)。
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Fig.6.TimecourseofACCcontentsin
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3.エ チ レ ン生 合 成 阻 害 と病徴 発現 との 関係
前項(2)の 実 験 に よ り、CMV感 染 に よる タバ コの モザ イ ク葉 で は健全 に比 べ エチ レ
ン合 成 が増 加 して い る こ とが明 らか に な った 。病 徴(モ ザ イ ク)形 成 とエチ レン生 成 との 関
係 を明 らか に す る ため 、エ チ レン生 合成 阻害 剤 に よ りエチ レ ン生成 を抑 制 した場 合の 病徴 お
よび ウ イル ス 増 殖 に与 え る影 響 につ い て検 討 した 。エ チ レ ン生 合 成 阻害 剤 としてはaminooxy
aceticacid(AOA)およびL10-phenanthroline(Ph)を用 いた 。
ウイ ル ス 感 染 モ ザ イ ク葉 で は葉 の 生 育 が 抑 制 さ れ る こ とは 、 前 項(1)で 述 べ た が
AOAお よ びPhで 処 理 したモザ イ ク葉 の 場 合 も生体 重 につ い て は、 そ の傾 向 は変 わ らな か
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った。 しか し、葉 身 長 にっ いてみ る と健 全 との 間 に顕 著 な差 は認 め られ なか った。AOAお
よびPhで 処 理 し た ウイ ル ス感 染葉(モ ザ イ ク葉)で はエ チ レン生 成量 は健 全(mock)
と同等 あ るい は そ れ 以 下 とな り、無 処 理 モ ザ イ ク葉 の場 合 に比 べ エ チ レン生 成量 は著 し く減
少 した(Fig.'9)。 また、 この感 染 葉 に お い てAOAお よびPhで 処理 した場 合 は無処
理 葉 に比 べ ウイ ル ス 増 殖量 は減 少 し、病 徴(モ ザ イ ク)の 程 度 も弱 まっ た(Fig臥10,
11)。 以 上 の こ とか らCMV-Y感 染 タ バ コで は ウイル ス増 殖 とモザ イ ク症発 現 にエ チ レ
ンが積 極 的 に 関 与 して い る ことが明 らか とな った 。
?
?
?
?
?
?
??
㌔
?。
?
?
?
。
?
。
?
?
。
??
。
。
。
?
?
MockCMV-YCMV-YCMV-Y
十 十
AOAPh
Fig.9.Effectofinhibitorsonethylene
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4.ト マ トのエ チ レン非感受性 変異体 および低生産性遺 伝子組換体 にお ける病徴 発現
トマ トのnr遺 伝子 はエチ レン レセプ ター をコー ドす る遺伝子であ り、 この遺 伝子の
優性突然 変異選 伝子Nrを もっ植物 体 はエ チ レン非感受 性の性質 を示す。 トマ ト栽培品種
RutgersにNr遺 伝 子を導入 した突然変異系統 が入手可能 である。 また、栽培品種
VF36に 、ACC合 成酵素の アンチセ ンスRNAを 発現 する ように遺伝子組換 され た形
質転換 体11..1が 作出されて いる。 この形質転換体 で は、ACC合 成酵素の発現 が抑制
され 、エチ レン生成能が低下 している。
以 上のRutgers,Nr,VF36お よびA11.1ト マ トの苗(3葉 期)の 子
葉 お よび本葉 にCMV-Yを 接種 し病徴発現 を調べ た。RutgersとNrを 比較 す る
といずれ も接種5日 目よ りモザ イク症が発現 したが、Nrで はRutgersよ り病徴は
強 か った。 またVF36とA11。1で はVF36で 接種5臼 目に病徴が現れ始 め たのに
対 し、A11.1で は10日 目に発現 し、その後の病徴 の準撰 はVF3 .6に比 べ弱か った
。接種20日 にはRutgers,Nr,VF36は 枯死 したが、A11'.1で は枯死す
る ことはなか った(Table2,Fig.12A}。
エ チ レン生成量はNrで はRutgers'よ り2倍 以上 の値 を示 した。Nrト マ トで
は、エ チ レン非感受性の性質 に よってエチ レンに よるエチ レン生成 の抑制(auto-inhibit-
ion)系が解 除 され たため、エチ レン生 成量 の増加 が引 き起 こされた もの と考 え られ る。ま
た、A11.・1で はVF36の 約1/10で あ った(Fig.12B)。
以上 の よ うにエ チレン合成能 の高 レ～トマ ト変異 体で は正 常株(親 株)に 比べ病 徴の発
現 は促 進 され 、エチ レンの生 成が病徴 を強める こと、エ チ レン生成能が低 下 した形 質転換
体 では親 株 に比 べて病徴の発現 は抑制 され ることが示 され た。 また、これ らの結果 か ら、
ウイルス増殖 とモザイク症の発現 に関与す るのは、生成 す るエ チ レンの作用ではな くエチ
レンの生成過 程その もので ある可 能性が窺われ る。後者 に関 して、ACCが 分解 してエチ
レンを生成 す るときに副成す るHCNの 作用を検討 する ことが必要 であ ると考 えられ る。
Tablet.Symptomdevelopmentontomatoplantsofthewildtypeandthemutants
onethyleneproduction.
YDavsafterinoculatiom
15 20
Tomato
pl貧nts 3 5 io
Rutgers一 十十 十十十 十十十十 Killed
Nr 一 十十十 十十十十
十十十十
十
K玉lled
VF36 一 十 十十 十十十 Killed
All.1 囎 P 十 十十 ++G
+to+++++(Weaktosevere}
G(Healthygrowth)
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Fig.12.Developmentoftheyellowingareaintomatoleavesofthewildtype
andthemutants(A),andetyleneproductioninthoseleaves(B).
まとめ
病気にかかった植物 がエチ レンを生成 することはすでに知 られている。 ウイルスに感染
した植物では過敏感反応 による細胞死 と関連 しでエチ レンの生成が顕著に増加 する ことが認
め られ ている。 しか し全身感染でモザイクを形成するよ うな場合はエチ レンの特異的生成増
加 はないと考 え られてきた。本研究 においてキュウ リモザイクウイルスに全身感染 し、モザ
イクが発現 したタバ コ葉 にお いてエチ レン生成が顕著 に増加することがわか り、エチ レン合
成 と.モザイ ク症発現 との関係 について検討 し、以下の結果を得 た。
1.供 試植物 として第9葉 展 開開始期 のタバ コ(NicotianatabacumL.cv.ky57)「を用い第6
葉にキュウ リモザイ クウイルス黄斑 系(CMV-Y)を 接種 した。接種1週 間後 より7
-9葉 にモザ イク症が発現 し、その後その症状は強 くな り病徴発現葉の成育は著 しく阻
害された。9葉 のモザイク葉 につ いて解析 した。
2.モ ザイク葉では同葉位 にあ る健全葉 に比べエチ レン合成量は高 く、ACC合 成酵素の活
性増加 、ACC合 成量の増加 、そ してACC酸 化酵素の活性増加によって、エチ レン合
成量が増加する ことが明 らか となった。
3.モ ザイク葉の濃緑色部、退緑色部の いずれの組織 でも健全葉 と比べエチ レン生成活性 は
高 いが、特 に濃緑色部で著 しく高 く、ウイルス増殖量 も大であった。この濃緑部 はやが
て退緑化 し黄化するが 、この変色 の生理誘導 にはエチ レンが関与するもの と考 え られる。
4.エ チレン生合成阻害剤 であるAOAお よびPhで 処理するとモザイク症の発現 は軽減 し
ウイルス増殖量 も減少 した。
5.一エチ レン低生産性形質転換 トマ トを用いた場合、 ウイルス感染によるモザイク症 は軽減
した。
以上 のように本研究に よりウ'イルス感染植物 において細胞死に関係な く全身感染 モザイ
ク症の発現 に関連 してエチ レンが顕著 に生 成することが初めて明 らかにされ た。 また このエ
チ レン生成がモザイク症発現に密接 に関係す ることが示された。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
エチ レンは種 子の発芽,開 花,果 実の成熟,老 化,器 官脱離(落 葉)な ど植物 の成長抑制,形 成形
態 に関与す るほか,ク ロロフ ィル分解,呼 吸促進 にも関係す るホルモ ンの一つで ある。 またエチ レン
は物理化学的ス トレスや病害に よって も生成 が誘導 され る。エチ レン生合成 の前駆物質 は メチオニン
で あ り,1-aminocyclopropane-1-carboxylicacid(ACC)合成酵素 に よって が 合成 され さ らに
ACC酸化酵素に よってエチ レンが生成 され る。植物病害 とエチ レン生成 との関 係 は古 くか ら注 目さ
れて きた。 ウイルス感染植物 において も過敏感反応等に よる壊 死発 現 と ともにエ チ レンは 生成 す る
が,モ ザイ ク症 の形成 な ど全 身感染 においては生成 されない とされ てきた。本研究ではキ ュウリモザ
イ クウイルス黄斑系(CMV-Y)に 全身感染 したタバ コ葉においてエチ レン生成が顕著に増 加す るこ
とが分か り,エ チ レン合成 とモザイ ク症発現 との関係について検討 し以下 の結 果を得 た。
1)第9葉 展 開開始期 のタバ コ(刀fσo廊πα彪肱c㈱L.cv.Ky57)の第6葉 にCMV-Yを 接 種 す る
と,1週 間後 より第7-9葉 にモザ イク症が発現 し,そ の後症状は強 くな り,生 育は抑制 された。第
9葉におけるモザイ ク症発現 とエチ レン生合成について解析 した。
2)モ ザ イク葉では無接種株 の同葉位 にある{建全葉に比べエチ レン合成量は高 く,ACC合 成 酵素 の
活性増加,ACC合 成量の増 加,そ してACC酸 化酵素 の活性増加に よって,エ チ レン生成量 が増 加 す
る ことが 明らかにな った。
3)モ ザ イク葉の濃緑 色部,退 緑色部のいずれの組織 で も健全葉 と比べエチ レン生合成量:は高い。特
に濃緑部 では著 し く高 く,ウ イル ス増殖量 も大であ った。 この濃緑 色部 はや が て退緑 化 し黄化 す る
が,こ の変色の生理誘導 には エチ レンが関与す るものと考え られ る。
4)エ チ レン生合成阻害剤で あるaminooxyaceticacidおよび1,10-phenanthrolineで処理す るとモ
ザ イク症の発現 は軽減 し,ウ イルス増殖量 も減少 した。
5)エ チ レン低生産性形質転換植物 トマ トでは ウイルス感染に よるモザイ ク症は軽減 した。
以上の よ うに本研究は ウイルス感染植物 において細胞死に関係な く全身感染モザイ ク症 の発現 に関
連 してエチ レンが顕i著に生成す ること,ま たエチ レン生成がモザ イ ク症発現に密接に関係す る ことを
初めて明 らかに した。 よって審査 員一 同は本論文は博 土(農 学)の 学位を授与す るに値 す る内容 であ
ると判定 した。
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